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（Quality of life, QOL）を著しく低下させることから、World Health Organization（WHO）



















































重度難聴 90 dB 以上 
補聴器でも、聞き取れないことが多い。人工
内耳の装用が考慮される。 
Table 1. 障害の程度による難聴の分類 
 
聴覚における障害者認定は、聴覚閾値が 70 dB以上の高度難聴からであり、現在約 35
万人が登録されている。しかし、WHOは、聴覚閾値が 41 dB以上であれば補聴器の装
用が望ましいとしていることを鑑みれば、わが国でも全人口の約 5％に相当する 600 万
人以上は聴覚機能の障害があると考えてよい。我が国における統計結果はないが The 
National Institute on Deafness and Other Communication Disorders（NIDCD）によれば、米









































































Mitogen-activated protein kinase（MAPK） 
MAPK は、種々の増殖因子で共通に活性化されるセリン/スレオニンキナーゼとして
哺乳類培養細胞より見出された。その活性化にはキナーゼサブドメインのリン酸化を必
要とする。MAPK カスケードは MAPKKK-MAPKK-MAPK の 3 種類のキナーゼにより
構成され、細胞外からの刺激はこれらのキナーゼによる一連のリン酸化反応を介して、
増幅されつつ細胞内へ伝えられる。MAPK は、これまでに古典的 MAPK である p44/42 
mitogen-activated protein kinase（ERK1/2）や、c-Jun N-terminal kinase (JNK) / stress–activated 
protein kinase（JNK/SAPK）、p38、ERK5 などの分子が同定され、それぞれが独立したシ
グナル伝達経路を有し、細胞増殖、癌化、アポトーシス、免疫応答などに関与すること
が明らかにされてきた。その中でも、ストレス応答性 MAPK として知られるのが JNK
および p38 で、や ROSの発生や tumor necrosis factor-α（TNF-α）や inteleukin-1（IL-1）
などの炎症性サイトカインおよび様々な物理化学的ストレスによって活性化される。音
響曝露が ERK1/2 のリン酸化レベルを増加させること、ERK2 ノックアウトマウスに音
響曝露すると、蝸牛有毛細胞死が増強し、聴覚機能障害の程度が増悪することが報告さ






Glial-cell derived neurotrophic factor（GDNF）は Tumor Growth Factor（TGF）β スーパ
－ファミリーに分類され、ドパミン作動性神経の生存や分化、ドパミン取り込みを促進
するタンパク質として同定された。この GDNF が有毛細胞（hair cell, HC）に発現する
ことが報告され[15]、また、グルタミン酸受容体選択的アゴニストである興奮する神経

















成する最初の反応に関与する重要な酵素である。COX は、少なくとも COX-1 および
COX-2 の 2 つのアイソフォームが存在し、それぞれ生物学的機能と発現パターンが大















































































































































K+, 2Cl--cotransporter, NKCC）[45-47]、血管条inter mediate cellや外らせん溝ではKir4.1 
















ことができる。Cxの発現はType I、Type IIで強く、Na+, K+-ATPaseはType II、Type IV、
























Na+, K+-ATPaseはATPを駆動力に細胞外から3 molのK+を細胞内へ、細胞内から2 molの
Na+を細胞外へと輸送する。Na+, K+-ATPase が豊富に局在するType II線維細胞は外リン
パ液に面しており、有毛細胞から漏出したK+を細胞内へと取り込む。取り込まれたK+は
GJ-ICを通して線維細胞間を移動し、血管条へと輸送される。このようにType IV/Type II-






































ABR, auditory brainstem response 
APMSF, (p-amidinophenyl) methansulfonyl fluoride 
COX, cyclooxygenase 
Cx, connexin 
DiI, 1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindocarbocyanine perchlorate 
DMEM, Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DTT, dithiothreitol 
EP, endocochlear potential 
ERK1/2, p44/42 mitogen-activated protein kinase 
GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
GDNF, glial-cell derived neurotrophic factor 
GJ, gap junction 
GJB2, gap junction protein beta 2 
GJB6, gap junction protein beta 6 
GJ-IC, gap junction intercellular communication 
HC, hair cell 
Hoechst33342, bisbenzimide H 33342 fluorochrome trihydrochloride 
IGF, insulin-like growth factor 
IL-1, interleukin-1 
JNK, c-Jun N-terminal kinase 
MAPK, mitogen-activated protein kinase 
NAC, N-acetyl cysteine  
NADPH, nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
NKCC, Na+, K+, 2Cl--cotransporter 
NP-40, nonidet P -40 
NIDCD, The National Institute on Deafness and Other Communication Disorders 
PBS, phosphate buffered saline 
PFA, paraformaldehyde 
PVDF, polyvinylidene difluoride 
QOL, quality of life 
ROS, reactive oxygen species 
SAPK, stress–activated protein kinase 
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SDS, sodium dodecylsulfate 
SGC, spiral ganglion cell 
SL, spiral ligament 
SLF, spiral ligament fibrocyte 
TBST, Tween 20 in Tris-buffered saline 
Tempol, 4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-N-oxyl, 4-Hydroxytemp 
TGF, tumor growth factor 
TNF-α, tumor necrosis factor-α 
WHO, World Health Organization 
 
1.5 データ解析 
タンパク質定量は、Bradford 法により行った。Total RNA 量は260 nmの吸光度より算




Bonferroni/Dunnett’s testもしくは Scheffe’s F-test を用いて検定した。また、独立した2群
間の差の検定にはStudent’s t-test を用いた。 
 
1.6 使用試薬 
PD150606、Rabbit polyclonal antibodies against β-cateninは Sigma-Aldrich （St. Louis, MO, 
USA）から購入した。4-HNE は、Cayman Chemical（Ann Arbor, MI. USA）から購入した。
Rabbit polyclonal antibody against 4-HNEは、Merck KGaA（Darmstudt, Germany）から購入
した。Mouse monoclonal antibodies against Cx43、 Mouse monoclonal antibodies against Cx26
は、Zymed Laboratories, Inc. （South San Francisco, CA, USA）から購入した。Mouse 
monoclonal antibodies against α-Fodrin は、biomol international, Inc. （Plymouth Meeting, PA, 
USA）から購入した。Mouse monoclonal antibodies against Na+, K+-ATPase α1、rabbit 
polyclonal antibody against glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）は Santa Cruz 
Biotechnology, Inc.（Santa Cruz, CA, USA）から購入した。Alexa-Fluor 568-conjugated anti-
rabbit IgG (H+L) antibody、Alexa-Fluor 594-conjugated anti-rabbit IgG (H+L) antibody、Alexa-
Fluor 488-conjugated anti-mouse IgG (H+L) antibody、Calcein-AM, and 1,1-dioctadecyl-
3,3,3’,3’-tetramethylindocarbocyanine perchloric acid (DiI) は、Life technology, Co. (Carlsbad, 
CA, USA)から購入した。 Dako REALTM Antibody Diluentは Dako Denmark A/S（Denmark）
から購入した。Calcein-AM 、poly-L-lysine hydrobromide, and trypsin solutionは、 Nacalai 
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Tesque, Inc.（Kyoto, Japan）から購入した。Polyvinylidene fluoride membranes（Immobilon-
P）はMillipore （Bedford, MA, USA）から購入した。Western Lightning Chemiluminescence 
Reagent Plus は PerkinElmer Life Science Products, Inc. （Boston, MA, USA）から購入し
た。Trizol は、Invitrogen Co（California, USA）から購入した。VECTASHIELDは、Vector 











き、蝸牛外側壁における GJ 構成タンパク質 Cx を持続的に減少させることおよび Na+, 
K+-ATPase活性も劇的に低下させることを明らかにした。また、これらの現象は抗酸化
剤である tempol の前投与によって有意に抑制された。これらのことより、強大音響曝




































り ddY系雄性マウス（26-28 g）を購入し、自由摂食および自由摂水下、気温 23.0 ± 2ºC




2.2.1 に準じて飼育した 5 週齢マウスより蝸牛を摘出後、クリーンベンチ内で実体顕
微鏡下、氷冷 PBS-special [Dulbecco’s phosphate-buffered saline（PBS）containing 100 U/mL 




予め、0.03% Type I collagen 溶液で 2時間以上コーティングした培養ディッシュ（35 x 
10 mm dish, greiner bio-one）上に、medium [Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 
containing 10% fetal bovine serum （FBS）, 100 U/mL penicillin, 100 μg/mL streptomycin] を
300 μl 加えた。2.2.2.1 で得られたらせん靭帯は、マイクロ剪刀を用いて細断し、ディッ
シュ上に組織片を密に接着させた。その後、37℃ 5% CO2/95% air、CO2インキュベータ
ー（SANYO、MC0-17AIC 型）内にて静置し、培養 3日目に mediumを 700 μL、4 日目
に 1000 μL 追加し、最終全量を 2 ml とし、接着培養系により 10 日間培養した。また、
mediumは、3日ごとに新しい mediumで全量交換した。 
2.2.2.3 継代 
2.2.2.2 に準じて 10 日間培養を行った後、アスピレーターで medium を除去し、PBS-
spcialで細胞を 2回洗浄し、PBS-special containing 0.125% trypsin を 1 mL加え、CO2イン
キュベーター内で 5分間反応させた。その後、mediumを 1 ml 加え、反応を停止させた
後、細胞を 15 mL遠沈管に回収し、得られた細胞懸濁液を 900 rpm、5 分間遠心した。




分に撹拌した。懸濁液中の生細胞数を計数し、予め 7.5 mg/mL poly-L-lysine で 6時間コ
ーティングした培養ディッシュ上に、1,000 cells/mL の濃度で細胞を播種した。これら
の細胞は、medium中で接着培養系により 12日間培養した。これらの細胞は、実験に用
いるまで 37℃、5% CO2/95% air インキュベーター内で静置した。また、medium は、3
日ごとに新しい mediumで全量交換した。 
2.2.3 免疫細胞化学法 
 2.2.2に準じて 15 mm coverslip 上で 12日間培養した細胞について、mediumをアスピ
レーターで除去し、氷冷 4%PFAを添加し、4℃条件下にて 20分間固定を行った。その
後、細胞を 0.03%TBST で洗浄し、TBST で希釈した 10%FBS で室温 1 時間ブロッキン
グ反応を行った。続いて、抗体希釈液（Antibody Diluent, DAKO）で希釈した Rabbit anti-
4-HNE-adducted proteins抗体溶液（1:100）を調整し、4℃条件下で約 12時間反応させた。
反応後、TBSTで洗浄し、TBSTで希釈した Alexa fluor 594 conjugated goat anti-rabbit IgG 
(H+L) 抗体溶液（1:200）を室温 2 時間反応させた。その後 TBST で 3 回洗浄し、
VECTASHIELD mounting mediumを用いて cover slip をスライドガラス上に封入した。 
2.2.4 ホモジネートの調製 
 2.2.2 に準じて 12 日間培養した細胞について medium をアスピレーターで除去し、直
ちに氷冷 Homogenizing buffer [10 mM Tris-HCl buffer（pH 7.4）, 0.32 M sucrose, 1 mM EDTA, 
1 mM EGTA, 1 mM dithiothreitol （DTT）、  phosphatase inhibitor （10 mM sodium β-
glycerophosphate, 1 mM sodium orthovanadate）、 1 mg/mL protease inhibitor（leupeptin, 




 2.2.4 に準じて得られたホモジネートに、蛋白質変性用試薬 [sodium dodecylsulfate
（SDS）処理用緩衝液 10% glycerol、2% SDS、0.01% bromophenol blue および 2% 2-
mercaptoethanolを含む 50 mM Tris-HCl buffer （pH 6.8）]を用量比 4:1で添加し、100℃、






 あらかじめ 100% methanol に浸して活性化した PVDF 膜に、SDS 電気泳動後のゲル
を、45 分間ブロッティング（100 mA、定電流）した。ブロッティング終了後、同膜を
Tween 20を 0.05%含む TBST で洗浄した後、0.05% TBST で溶解した 5%スキムミルクで
1 時間ブロッキングを行った。この PVDF 膜を 0.05% TBST で溶解した 1%スキムミル
クで希釈した 4-HNE（1:3000）及び Na+, K+-ATPase α1（1:10000）、Na+, K+-ATPase β1（1:1000）
に対する各抗体を用いて、室温で 2時間反応させた。0.05% TBSTで洗浄（5分間×3回）
後、0.05% TBST で溶解した 1%スキムミルクで希釈した抗 rabbit IgG抗体（1:5000）も
しくは抗 mouse IgG抗体（1:5000）を室温で 1時間反応させた。その後、0.05% TBST で
洗浄（10分間×3 回）し、Western Blot Chemoluminescence Reagent Plus による発光反応を
X 線フィルムまたは ChemiDoc（BioRad）で検出した。 
2.2.7 Na+, K+-ATPase 活性測定法 
 Na+, K+-ATPase 活性は遊離リン酸の量を 320 nm の吸光度を測定することにより行っ
た[59]。2.2.2 に準じて 12 日間培養した細胞を、HEPES バッファー（pH 7.5）50 μL 中
で、超音波破砕機を用いてホモジナイズした。これらのホモジネートの作製は全て氷水
中で行った。そのホモジネート（10 μg）を 100 μM ouabain 存在下もしくは非存在下、
150 mM KCl および 1.2 M NaCl を含む 40 mM Tris-HCl バッファー（pH 7.5）中で 37 ºC、 
10 分間インキュベートした。さらに、10 mM ATP および 30 mM MgSO4を添加し、37 
ºC、 30 分間インキュベートした後、12 %過塩素酸および 0.83 %モリブデン酸アンモニ
ウムを添加し反応を停止した。生成したリンモリブデン酸複合体を酢酸エチルで分離し、
320 nmの吸光度を測定し、比活性値は以下の式で求めた。 
（ouabain非存在下の吸光度－ouabain 存在下の吸光度）×0.148 μmol・mg protein-1・min-
1 
2.2.8 Dye-transfer assay（GJ-IC評価法） 
概要を Fig.6 に示した。2.2.2 で得られた継代 12日後の細胞に calcein-AM（10 μM）お
よび 1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindocarbocyanine perchlorate （DiI, 10 μM）を反応
させ、細胞を標識し、本細胞を donor cell とした。Donor cell を PBS containing 0.125% 
trypsinで培養ディッシュから剥離し、mediumで洗浄した後、継代後 12日の非標識の細








calcein 両陽性細胞が donor cellであること、DiI 陰性、calcein 陽性の細胞が GJ によっ




Fig.6. dye-transfer assayの方法 
（文献 72より転載） 






37 ⁰C, 5 min
Donor cells













 4-HNE の直接曝露により細胞内において 4-HNE 付加タンパク質が増加するか否かに
ついて、4-HNE（0.1-20 μM）60 分曝露後のらせん靭帯由来培養細胞について免疫細胞
化学法およびウエスタンブロッティングにより解析した。その結果、vehicle（0 μM）を








Fig.7. らせん靭帯由来培養細胞への 4-HNE 曝露による 4-HNE 付加タンパク質レベル
への影響 
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2.3.2 4-HNE 曝露による Na+, K+-ATPase への影響 
4-HNE を曝露することによる Na+, K+-ATPase 活性およびタンパク質レベルへの影響
について Na+, K+-ATPase 活性測定法およびウエスタンブロッティングにより解析した。
4-HNE（0.1 μM）を 2.2.2 で得られた細胞に曝露し、曝露後各経過時間におけるホモジ










Fig.8. らせん靭帯由来培養細胞への 4-HNE曝露による Na+, K+-ATPaseへの影響 
らせん靭帯由来培養細胞へ 4-HNE（0.1 μM）を曝露し、曝露後各経過時間における Na+, 
K+-ATPase活性変動（a）と 4-HNE（0.1 μM）曝露後の Na+, K+-ATPase α1と Na+, K+-ATPase 
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2.3.3 4-HNE 曝露による GJ への影響 
4-HNE曝露が GJ に及ぼす影響を明らかにする目的で、蝸牛外側壁線維細胞において
4-HNE を曝露することによる GJ-IC への影響について GJ-IC 評価法の一つである dye-
transfer assay を用いて解析した。Dye-transfer assay は、2.2.8 に準じて行った。 4-HNE 
もしくは vehicle 60 分曝露後、新しい medium に置換し 4-HNE 非存在下とした後に、
donor cell を播種した。Fig.9a は、未処置の細胞上に donorcellを播種し、播種 1.5 時間も
しくは 4.5 時間経過した細胞の dye-transfer assay の結果を示している。播種後 1.5 時間
経過した細胞では acceptor cell への calcein の緑色蛍光の移動は全く認められなかった。
しかしながら、4.5時間経過した細胞において donor cell 周辺の acceptor cellが calcein陽
性となった。これにより donor cell 播種後 4.5時間経過すると donor cell と隣接する細胞
間においてギャップ結合が形成されることが推察される。次に、vehicle（0 μM）もしく
は 4-HNE（1-20 μM）を 60分間曝露し、新しい mediumに置換し、donor cell 播種後 4.5
時間経過した細胞の緑色蛍光陽性領域を観察した。その結果、4-HNEの曝露濃度依存的





Fig.9. らせん靭帯由来培養細胞への 4-HNE曝露による GJ-ICへの影響   
Donor cell播種後各時間経過による calceinの細胞間輸送を共焦点レーザー顕微鏡にて観
察した（a）。また、らせん靭帯由来培養細胞へ 4-HNE（1-20 μM）を 1 時間曝露し、曝
露後における GJ-IC（b）について dye-transfer assayにより解析した。 











次に、4-HNE 曝露による GJ-IC の破綻メカニズムを明らかにする目的で、4-HNE 曝露
後各経過時間における GJ 構成タンパク質の一つである Cx43 タンパク質レベルについ
てウエスタンブロッティングにより解析した。その結果、4-HNE (10 μM) 曝露は、曝露





Fig.10. らせん靭帯由来培養細胞への 4-HNE曝露による Cx43 への影響 
らせん靭帯由来培養細胞へ 4-HNE（10 μM）を曝露し、曝露後各経過時間における Cx43
レベルの変動についてウエスタンブロッティングにより解析した。データは平均値±標
準誤差（n=4）*P <0.05, **P <0.01（vs. vehicle） 
（文献 73より改変） 
  






























 本章での検討により、4-HNE曝露は、Na+, K+-ATPase α1 および Cx43レベルの減少を














 4-HNE曝露が Na+, K+-ATPase および GJ に及ぼす影響を明らかにする目的で、Na+, K+-
ATPase については 4-HNE 曝露後各経過時間における Na+, K+-ATPase 活性および Na+, 
K+-ATPase α1、Na+, K+-ATPaseβ1 レベルを解析した。また、GJ については GJ-IC、およ
び Cx43レベルについて解析した。その結果、4-HNE曝露は Na+, K+-ATPase の活性低下
を誘発することが明らかとなった。また、この活性低下と同時に、Na+, K+-ATPaseの活








構が知られている。ドパミンは Na+, K+-ATPase 活性を抑制することが知られるが、ドパ
ミンが G タンパク質共役型受容体に結合することにより活性化するプロテインキナー
ゼ C（PKC）による Na+, K+-ATPase αサブユニットの Ser-18のリン酸化が生じる。リン
酸化された αサブユニット活はエンドサイトーシスによって細胞内へと取り込まれ、活























激により音受容細胞である蝸牛有毛細胞内へ EP を駆動力に内リンパ液から K+が流入
し、脱分極することで音が受容されるが、有毛細胞に取り込まれた K+は外側壁らせん
靭帯を経て血管条へと移動し、内リンパ液内へと汲み出される。GJ や Na+, K+-ATPaseは
蝸牛外側壁にこの K+リサイクルシステムを担うことによって有毛細胞の機能維持に重
要な役割を果たしている。GJ は、その構成タンパク質 Cxが 6量体（connexon）を形成
し、隣接細胞間で結合することにより形成される。蝸牛内の非感覚上皮細胞はこの GJ
によって強く結合しており、GJ-ICとして生物化学的にカップリングしている。蝸牛に
おいて Cx26、Cx30、Cx31、Cx43 といった様々な Cx の存在が確認されている[60-63]。



















2.2.2.に準じて得られた継代 12 日後の細胞について、medium をアスピレーターで除
去し、1 x PBSで 2回洗浄し、1 x PBSで溶解した 1 mg/ml Sulfo-NHS-SS-biotin 溶液を加
え、4°C、30分間ビオチン化反応を行った。反応後 biotin 溶液を除去し、quenting buffer
（1 mg/ ml bovin serum albumin、50 mM Glycin）で 4°C、5分間の洗浄操作を 3回行った。
100 μlの homogenizing buffer 中に細胞をセルスクレーパーで回収し、超音波破砕機を用
いて細胞を破砕した。得られた細胞懸濁液 50 μlに 50% avidin slurry 100 μl を加え、4°C、
2 時間回転させ反応させた。反応後、20000 xg で 1 分間遠心した。上清を除去し、1 x 
PBS で溶解した 500 mM NaCl 溶液を加え 4°C、5 分間回転させ 20000 xg で 1 分間遠心







 2.2.2.に準じて得られた細胞を、ソニケーター （Taitec 社、VP-5S） を 用いて超音波
破砕し、RIPA buffer [5 mM EGTA、5 mM EDTA、50 mM sodium fluoride（NaF）、10 mM 
sodium pyrophosphate（PPA）、1 mM orthovanadate（OV）、1% Nonidet P-40（NP-40）、
0.5% sodium deoxycholate（DOC）]、抗β-catenin抗体、ProteinA sepharoseビーズ25 μLを加






 3.3 結果 
3.3.1 4-HNE 曝露による Cx43の局在への影響 
 蝸牛外側壁らせん靭帯においてギャップ結合構成タンパク質であるCx26、Cx30、Cx43
を含む様々な Cx が発現することが知られる。そこで、本項では 4-HNE 曝露後の培養ら
せん靭帯線維細胞での Cx43 の局在及びタンパク質レベルについて解析した。4-HNE（10 
μM）曝露は、時間依存的に曝露 10 分後から 60 分後まで Cx43 タンパク質レベルを約
40%減少させた（Fig11a）。また、曝露 10 分後において、4-HNE と Cx43 の共局在が増
加し、曝露 30、60 分後において細胞膜付近から Cx43 が消失することが明らかになっ










Fig.11. らせん靭帯由来培養細胞への 4-HNE曝露による Cx43 の局在に対する影響 





用いて解析した。データ（b）は平均値±標準誤差（n=4）*P <0.05, **P <0.01（vs. vehicle） 
（文献 73より改変） 
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4.5 h after 1-h exposure
Green: Cx43, Red: 4-HNE, 




を解析する目的で、2.2.2 に準じて得られた継代後 12 日の細胞について、β-catenin 抗体
を用いて免疫沈降法を行い、ウエスタンブロッティングにより解析を行った。得られた










Fig.12. らせん靭帯由来培養細胞における Cx43および β-cateninのタンパク質間相互作
用 











Antibody for IP    β-Catenin   β-Catenin
Antibody for IB    β-Catenin Cx43
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3.3.2 4-HNE 曝露による β-cateninタンパク質への影響 
 次に、4-HNE 曝露後各経過時間における β-catenin のタンパク質レベルおよび局在に
ついて解析した。4-HNE（10 μM）曝露 5分後から少なくとも 60分後において β-catenin











Fig.13. らせん靭帯由来培養細胞への 4-HNE 曝露による β-catenin レベルおよびその局
在に対する影響 
らせん靭帯由来培養細胞へ 4-HNE（10 μM）を曝露し、曝露後各経過時間における β-
cateninレベル（a）およびその局在（b、赤：β-catenin、緑：Cx43、青：DAPI）について
ウエスタンブロッティングおよび免疫細胞化学法により解析した。また、4-HNE（10 μM）
を 1時間曝露し、新しい培地に交換し 4.5 時間静置した。得られた細胞について全細胞
抽出液もしくは細胞膜画分を調整し、それぞれの β-catenin レベルについてウエスタン
ブロッティング（c）、β-catenin の局在について免疫細胞化学法（d、赤：β-catenin、青：



























































4.5 h after 1-h exposure













































 4-HNE曝露によって Cx43 および β-catenin の減少が認められたことから、次に 4-HNE
曝露による Cx43-β-cateninタンパク質間相互作用への影響について免疫沈降法を用いて





Fig.14. 4-HNE曝露によるらせん靭帯由来培養細胞における Cx43 および β-cateninのタ
ンパク質間相互作用への影響 
らせん靭帯由来培養細胞へ 4-HNE（10 μM）曝露し、曝露 5分後における細胞抽出液を





Antibody for IP    β-Catenin          β-Catenin





3.3.3 4-HNE 曝露による calpain活性への影響 
細胞骨格タンパク質である α-fodrin は、タンパク質分解酵素である calpain や caspase
の基質として知られ、calpain 由来の分解産物（145 kDa）、caspase 由来の分解産物（120 
kDa）、両者共通の分解産物（150 kDa）を生じる[2.3]。4-HNE曝露 5、10、30、60分後
における細胞の細胞抽出液についてウエスタンブロッティングにより解析したところ
曝露 10分後において 150、145 kDa の分解産物の有意な増加が認められた。しかしなが
ら、4-HNE曝露は、少なくとも曝露 60 分までに 120 kDa の分解産物に影響を及ぼさな
かった。4-HNE曝露によって calpain 由来の α-fodrin の分解を増強することから、4-HNE




Fig.15. らせん靭帯由来培養細胞への 4-HNE曝露による α-fodrinへの影響 
4-HNE（10 μM）曝露一定時間後の細胞を回収し、ウエスタンブロッティングにより α-
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3.3.4 4-HNE 曝露による Cx43、β-catenin の分解および GJ-
ICの破綻への calpain の関与 
4-HNE曝露 30分前に PD150606（10 μM）もしくは vehicle を曝露し、4-HNE 曝露 10
分後における細胞抽出液を調整した。これらを用いて 4-HNE 曝露による α-fodrin 分解
産物の増加に対する PD150606前処置の影響についてウエスタンブロッティングにより
解析した。その結果、PD150606 前処置は、4-HNE 曝露 10 分後における calpain 活性化
に起因する 150 kDa および 145 kDa の α-fodrin 分解産物の増加をほぼ完全に消失させ







Fig.16. らせん靭帯由来培養細胞における 4-HNE 曝露による α-fodrin の分解に対する
PD150606.の効果 
PD150606（10 μM）もしくは vehicleを 4-HNE曝露 30分前に処置し、 4-HNE曝露後の
α-fodrin の断片量の変動をウエスタンブロッティングにより解析した。データは平均値
±標準誤差（n=4）*P<0.05, **P <0.01 [vs. 4-HNE (-), PD150606 (-)], #P<0.05, ##P <0.01 [vs. 4-






















































*P<0.05, **P<0.01 vs. 4-HNE (-), PD150606 (-), 
#P<0.05, ##P<0.01 vs. 4-HNE (+), PD150606 (-)
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次に、4-HNE曝露による Cx43、β-catenin の分解および GJ-ICの破綻へ calpain が関与
するか否かを明らかにする目的で、4-HNE曝露 30分後における Cx43、β-catenin減少に
対する PD150606（10 μM）前処置の影響についてウエスタンブロッティングにより解析
した。その結果、vehicleを処置した細胞では、4-HNE曝露による Cx43 および β-catenin
が 40%程度まで減少した。それに対して、PD150606（10 μM）前処置は、4-HNE 曝露に
よる Cx43、β-catenin 減少を有意に抑制した。 
 
 
Fig.17. らせん靭帯由来培養細胞における 4-HNE 曝露による Cx43 および β-catenin レ
ベルの減少に対する PD150606.の効果  
PD150606（10 μM）もしくは vehicleを 4-HNE曝露 30分前に処置し、 4-HNE曝露後の
Cx43（a）および β-catenin（b）レベルをウエスタンブロッティングにより解析した。デ
ータは平均値±標準誤差（n=4）*P<0.05, **P <0.01 [vs. 4-HNE (-), PD150606 (-)], #P<0.05, ##P 
<0.01 [vs. 4-HNE (+), PD150606 (-)] 
（文献 73より改変） 
  























































さらに、4-HNE 曝露による GJ-IC の破綻に calpain が関与するかを明らかにする目的
で、4-HNE 60 分曝露による calcein 陽性細胞の減少に対する PD150606 前処置の影響を
dye-transfer assay により解析した。PD150606（10 μM）もしくは vehicle は 4-HNE 曝露
30 分前に曝露した。Vehicleを処置した細胞では donor cell を中心に calcein（緑色）陽性
細胞が多く観察された。donor cell（黄色）から隣接する acceptor へと calcein が移動し
GJ-IC が形成していることを示す。それに対して、4-HNE を曝露した細胞では acceptor 
cell への calcein の広がりが劇的に減少した。PD150606 前処置は、この 4-HNE曝露によ
る calcein の広がりの減少を抑制することが明らかとなった。以上のことから、PD150606





Fig.18. らせん靭帯由来培養細胞における 4-HNE 曝露による Cx43 および β-catenin レ
ベルの減少に対する PD150606.の効果 
らせん靭帯由来培養細胞へ 4-HNE（10 μM）を 1時間曝露し、曝露後における GJ-ICに
ついて細胞間色素輸送法により解析した。 
（文献 73より改変）  
Vehicle 4-HNE PD150606+4-HNE




本章での検討により、4-HNE曝露による Cx43 の減少および GJ-ICの破綻に calpain の
活性化が関与することが明らかとなった。 
 
Cx43 と β-cateninにおけるタンパク質間相互作用 
β-cateninは、細胞膜に多く局在し、接着結合構成タンパク質の一つとして機能してお




な cadherin に対する裏打ちタンパク質としても知られる。β-catenin をノックダウンさせ
ると細胞同士の接着が減弱することから β-catenin が cadherin の細胞膜上での安定性に




4-HNE曝露による Cx43 分解メカニズムにおける calpainの関与 
4-HNE曝露は、Cx43レベルを減少させるとともに、GJ-ICを破綻させた。この Cx43
分解メカニズムについて Cx43-β-catenin タンパク質間相互作用に着目した。Fig.13(b)の
結果から Cx43 と β-catenin 分解消失に先立って局在変化が生じていることから、4-HNE
曝露はこれらの細胞膜での安定性に影響を与えることが推察される。したがって、4-
HNEによるCx43局在変化にはβ-cateninの限定分解が関与するのではないかと考察し、
β-catenin を分解基質とするタンパク質分解酵素である calpain に着目した。4-HNE 曝露
5、10、30、60分後における calpain もしくは caspaseによって一定の分解産物を生じる
α-fodrinの変動について、ウエスタンブロッティングにより解析した。曝露 10 分後にお
いて 150、145 kDa の分解産物の有意な増加が認められた。また、calpain阻害薬である
PD150606 を処置した細胞に 4-HNE を曝露しても 150、145 kDa の分解産物が増加しな











細胞内 calpain を活性化させることから、4-HNE 曝露による calpain の活性化は NF-κB
を介する反応である可能性が考えられる。 
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第 4章  音響外傷に対する calpain 阻害薬
PD150606の効果 
4.1 序文 































に、テフロンチューブに結合させた SUS付フューズドシリカチューブ（直径約 170 μm）
を差し込み、マイクロシリンジポンプを用いて PD150606（10 μM）を 1 μl/minの速度で
計 5 μl 注入した。 
4.2.3 音響曝露 
8 kHz octave band noise、110 dBの騒音を sound chamber 内で 1時間曝露し、音響外傷
性難聴モデルマウスを作成した。Sound chamber にノイズ発生器（SF-06; RION, Tokyo, 
Japan）で調節されるスピーカーと電力増幅器（DAD-M100proHT; FLYING MOLE, 
Shizuoka, Japan）が取り付けられている。刺激を均一にするためにマウスの頭の位置で
の音圧レベルを sound level meter（NL-26; RION, Tokyo, Japan）を用いて測定した。 
4.2.4 聴性脳幹反応（ABR） 
抱水クロラール（500 mg/kg, i.p.）による全身麻酔下で、左右の耳の内側と背側の皮下
に電極を挿入した。波形の記録は System 3 Quick Start（Tucker-Davis Technologies, USA）
を用いて行い、刺激音響の周波数および音圧の調整は、PowerLab system（PowerLab 2/25; 
ADInstruments, Australia）を用いて行った。音刺激はコンデンサスピーカー（ES1; 
BioResearchCenter, Japan）を用いて行った。トーンバースト刺激は、リアルタイムプロ
フェッサー（RP2.1; Tucker-Davis Technologies, USA）を用いて発生させ、その振幅はプ
ログラム式アッテネータ（PA5; Tucker-Davis Technologies, USA）により調整した。また、
出力された音圧レベルは、積分形精密騒音計（TYPE 6224; ACO CO., LTD.）を用いて測
定し随時確認を行った。聴覚閾値は、4、12 および 20 kHz の周波数について測定し、








円窓から 1 x PBS で溶解した 4 %PFAを蝸牛内に灌流した。その後、蝸牛を 4% PFA で
4℃、3時間以上 12時間未満浸漬固定した。その後、4% EDTA-4% sucrose溶液（pH 7.4）
で 4℃、7日間以上脱灰操作を行った。1 x PBSで 3 回洗浄後、0.3% triton- x100 で 20 分
間処理し、その後 1 x PBS で 100倍希釈した Alexa Fluor 568 phalloidin（Molecular probes）




4.2.6 total RNAの調製 
マウスの内耳を摘出し、ただちに PBS中で、まず、骨包を取り外し、蝸牛内より外側
壁を摘出後、外側壁から血管条を取り除きらせん靭帯線維細胞を Trizol 500 μL中で超音
波破砕し室温で 5分間静置させた。次に、chloroform 100 μL加え 15 秒間撹拌し、室温
で 3分静置させた。その後 4℃、15,000 rpm、15分間遠心分離後、上清 250 μLを isopropanal
中に回収した。転倒混和後、室温で 10 分間反応させた。上清除去後、80% ethanol 1000 
μLで洗浄し再び 4℃、15,000 rpm、15分間遠心分離を行った。遠心後、ethanolを完全に
アスピレーターで除去し、得られた沈査に DEPC処理水を 14 μL加え、これを total RNA
とした。Total RNA量は、DS 11 Spectrophotometer（DeNOVIX）により吸光度を測定し、
算出した。 
4.2.7 real-time PCR 法 
4.2.6.に準じて得られた total RNA 抽出液を 65 ºC で 10 分間インキュベートし、氷中
に静置した。Total RNA抽出液 1 μgに対して、および 100 units/μl RTase1 μl、RT buffer 4 
μl、40 units/μl RNase inhibitor 0.1 μl、10 mM dNTP mix 2 μl、 0.5 μg/μl Oligo（dT）primer 
0.1 μl および DEPC 処理水を適量加え、総量を 20 μl とし、穏やかに撹拌した後、30ºC
で 10分間、続いて 42ºCで 60分間、99ºCで 5分間反応させ、逆転写反応を行った。こ
の反応により得られた cDNA溶液を、各種 sense primer、antisense primer、SYBR Premix 
Ex Taq（Takara Bio Inc, Shiga, Japan）と反応させた。反応サイクルの設定は熱変性、アニ
ーリング、伸長反応の順に Capn1、Capn2 [95.0 ºC/30 sec、60.0 ºC/30 sec、72 ºC/1 min]で
反応させた。 





Sequences Product size (b.p.)
Forward   5′- CTGGAGGCTGCAGGAACTAC-3′
Reverse   5′-CTCCCGGTTGTCATAGTCGT-3′
Forward   5′-ATGGATTCCGAAGGCTCTTT-3′
Reverse   5′-TGAAGCCGTCTGACTTGATG-3′
Forward   5′-CACACTGGTCTAGGACCCGAGAAG-3′













らせん靭帯を摘出後、total RNA を抽出し、real time PCR 法を用いて calpain1 および







Fig.20. 音響曝露によるらせん靭帯における calpain遺伝子への影響 
マウスに音響曝露を行い、曝露直後および 24 時間後に蝸牛らせん靭帯を摘出し、total 
RNAを抽出し、Capn1、Capn2 の発現について real time PCR 法を用いて解析した。デー


































FRAP assayを行った。FRAP assayは、組織や培養細胞における GJ-ICの評価、定量する
手法である。反応曲線は GJ-ICの機能性を正確に測定するためのものである[4]。その結
果、未処置マウスのらせん靭帯ではレーザー照射直後では白のサークル内の蛍光強度が





























































4.3.2 音響曝露後らせん靭帯における GJ-IC 破綻への
PD150606の効果 
音響曝露後のらせん靭帯における GJ-IC 破綻への calpain の関与を明らかにする目的
で、PD150606 を音響曝露直後に内耳局所投与し、曝露後 7 日におけるらせん靭帯につ








Fig.22. 音響曝露によるギャップ結合機能低下に対する PD150606の効果   
マウスに音響曝露を行い、曝露直後に PD150606（10 μM, 5 μl）もしくは vehicleを内耳
局所投与した。処置 7日後の蝸牛外側壁らせん靭帯を摘出し、光褪色後蛍光回復法を用
いてギャップ結合機能について評価した。データは平均値±標準誤差（n=5）、**P <0.01



















































4.3.3 音響曝露後の聴力悪化に対する PD150606 の効果 
音響曝露に伴う聴力障害に対する PD150606内耳局所投与の効果を検証する目的でマ
ウスに 8 kHz octave band noise、110 dBを 1時間曝露し、その直後 1、2、5、7日後にお
ける聴力を ABRにより測定した。音響曝露は、12、20 kHzの周波数において直後から
劇的に聴覚閾値を上昇させ、その変動値は、それぞれ約 60、70 dBであった。また、曝







Fig.23. 音響外傷性難聴に対する PD150606の効果   
マウスに音響曝露を行い、曝露直後に PD150606（10 μM, 5 μl）もしくは vehicleを内耳
局所投与した。音響曝露前後および内耳局所投与 1、2、5、7日後に、4、12、20 kHzの
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4.3.4 音響曝露後の蝸牛有毛細胞死に対する PD150606 の
効果 
次に、PD150606 が音響曝露 7 日後における蝸牛有毛細胞死を抑制できるか否かを明
らかにする目的で、マウスに 8 kHz octave band noise、110 dBを 1時間曝露し、曝露 7日
後に摘出した蝸牛について phalloidin 染色法を用いて解析した。音響曝露後 vehicle を内
耳局所投与したマウスでは、多くの蝸牛有毛細胞死が認められるのに対し、PD150606





Fig.24. 音響曝露による蝸牛有毛細胞死に対する PD150606の効果 
マウスに音響曝露を行い、曝露直後に PD150606（10 μM, 5 μl）もしくは vehicleを内耳
局所投与した。曝露 7 日後にそれぞれのマウスよりコルチ器を摘出し、phalloidin 染色
した後、蝸牛有毛細胞数を計測した。 データは平均値±標準誤差（n=5）*P <0.05（vs. 
noise + vehicle） 
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し、Cx の減少および GJ-IC の破綻に関与することが判明した。Calpain 阻害薬である
PD150606 の内耳局所投与は、強大音響曝露による GJ-IC の破綻を抑制し、かつ聴力の
悪化を 12、20 kHzの高音域において有意に抑制した。さらに、PD150606 の内耳局所投
与は、音響曝露誘発性有毛細胞死を約 75%程度減少させた。したがって、音響外傷性難
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